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V 

SULLA STRUTTURA DEL NUCLEOLO. 

Ricerche microscopiche del Dott. Adolfo Ferrata, Assistente. 

Con due tavole fuori testo. 

(Dal Laboratorio di Istologia della Clin . Med . dell' Univers. di Parma dii-etto dal Prof. A. Riva ) 


NOTA PRIMA. 

Fra le parti che compongono il nucleo, il nucleolo è certamente 
quella, della quale ci è meno noto il valore morfologico e funzionale, 
sopratutto perchè dai vari autori col nome di nucleolo furono compresi 
elementi di svariata natura. Spetta a Carnoy il merito di aver stabi¬ 
lita una distinzione fra nucleoli nucleinici, i quali offrono reazioni mi¬ 
crochimiche analoghe alla cromatina nucleare ed in realtà si debbono 
ritenere costituiti prevalentemente da nucleina, e nucleoli plastinici, i 
quali si tingono meno intensamente coi colori basici oppure presentano 
una decisa elettività per i colori acidi. 

Una semplice scorsa alla bibliografia sull’argomento che io non 
riassumo qui, trattandosi di una breve nota, ci persuade quanto sia 
frequente la confusione fra nucleoli nucleinici e nucleoli plasmatici, ed 
eccettuate le ricerche morfologiche del Cavara sulle cellule vegetali 
e quelle del Ruzicka, del Levi, del Cajal, le recentissime del Mari- 
nesco e le mie sulla cellula nervosa, quasi tutte le altre ricerche o 
non si occupano direttamente della struttura nucleolare o trattano solo 
del nucleolo dell’ovo (*). 

Nè nelle recenti ricerche istologiche e cito-fisiologiche del Ga¬ 
leotti e della sua scuola, del Prenant, di Renaut ed allievi, e del 
Nicolas è fatto cenno alcuno sulla morfologia del nucleolo : nelle cel¬ 
lule riportate sulle tavole annesse ai lavori, il nucleolo piasmatico, o 
non vi è disegnato, o vi appare sotto forma di un corpo omogeneo 
tinto coi colori plasmatici. Prenant nel recentissimo trattato di Isto¬ 
logia non riporta che i lavori di Hertwig, e quelli del Leydig, del 
Flemming e dell’AuERBACH. 

Dirò ora brevemente delle mie ricerche, lieto se avrò potuto in 
qualche modo portare un piccolo contributo all’ interessante ed oscuro 
argomento. Ho studiato il nucleolo in un grande numero di cellule ap¬ 
partenenti ad organi, a tessuti diversi, perciò credo che le mie conclu¬ 
sioni si possano estendere a tutti gli elementi cellulari in genere. 

(*) Marinesco, nella medesima epoca eli’ io comunicavo alla Ass. Med. di Parma una nota sul 
nucleolo della cellula nervosa, pubblicava sullo stesso argomento alcune sue. ricerche, che pienamente 
concordano coi miei risultati. 
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Sulla tecnica non dirò che poche parole. Le particolarità morfologiche che andrò 
descrivendo si possono dimostrare con svariati procedimenti di tecnica; e infatti usai 
con vantaggio, specialmente sul sistema nervoso, il bleu di toluidina-fucsina acida, e 
l’ematossilina-fucsina (fissatori i liquidi dello Zenker e del Flemming). 

Ma fra i tanti metodi usati, due mi hanno dato risultati costanti, di una elettività 
colorante finissima e delicata; il metodo Galeotti su pezzi fissati nel liquido dell’ Her¬ 
mann, e il metodo di colorazione di Pappenheim su pezzi fissati in svariate miscele 
(Zenker, sublimato Heidenhatn, van Gehuchten) compresa quella dell’ Hermann. 

È noto come col metodo Galeotti la parte acidofila del nucleo venga colorata 
in verde, e la cromatina nucleare in rosso dalla fucsina. 

La miscela colorante del Pappenhein (verde di metile I o/ Q tre parti, pironina i o/ o 

una parte) in via generale colora la cromatina in verde, e la sostanza acidofila del nu¬ 
cleo in rosso. 

Avendo usata la miscela colorante del Pappenhein su sezioni fissate nel liquido del- 
1 ’ Hermann, con non poca sorpresa mia e del Dott. Corti, mio collaboratore in alcune 
indagini istologiche, notai una totale inversione dell’affinità colorante dei componenti 
nucleari così da avere la cromatina nucleare colorata in rosso, il nucleolo e il plasma in 
verde come col metodo Galeotti (i). Solo è da notarsi che mentre il nucleolo prende ' 
una tinta verde decisa simile a quella del metodo Galeotti, il plasma resta colorato 
in verde azzurrino, colore che molte volte assume anche la cromatina nucleare colorata 
col Pappenhein (su sezioni fissate in liquidi diversi dal liquido di Hermann). 

Benché il metodo Galeotti ed il Pappenhein originale mi avessero dati risul¬ 
tati concordi, tuttavia mi sembra che l’inversione ricordata della colorazione del nucleo 
sia come un controllo dei particolari morfologici che dirò poi. Dalle mie indagini ri¬ 
sulta con tutti i metodi usati che il nucleolo è costituito da due sostanze una acidofila 
ed unabasofila: si poteva, ad onta della costanza del reperto coi vari metodi, ritenere 
il fatto quale un prodotto di una non completa differenzazione tra le due sostanze : 
ma a me sembra che il metodo Pappenhein dimostri luminosamente la natura diffe¬ 
rente delle due sostanze, poiché i rapporti fra queste rimangono affatto costanti anche 
a colorazione invertita. 

E passo ora, in modo riassuntivo, alle descrizioni dei preparati. Come dimostrano 
le figure delle tavole, nell’interno dei nuclei, con diverse sostanze coloranti, si mette 
in evidenza il nucleolo sotto forma di uno o più corpiciattoli (in via generale uno 
solo) tondi od ovalari. Tali corpi (nucleoli) non appaiono quasi mai omogenei; morfo¬ 
logicamente risultano costituiti da due sostanze che di fronte ai coloranti si compor¬ 
tano in modo diverso (fig. 1-18). 

Per maggior chiarezza descriverò separatamente i preparati ottenuti col metodo 
Galeotti, e quelli ottenuti col metodo Pappenhein. Infine brevemente dirò dei me¬ 
todi adoperati sulla cellula nervosa. 

■Metodo Galeotti (fig. i, 4, 7, 10, 12, 13, 14, 15). 

Il nucleo delle cellule colorate col metodo Galeotti, presenta la cromatina (so¬ 
stanza generalmente basoffia) colorata in rosso dalla fucsina acida, e la pirenina o nucleolo 
(sostanza generalmente acidofila) colorata in verde dal verde di metile. Ora se noi osser- 

(1) Vedi Corti A. e Ferrata A. Di una totale inversione dell’affinità colorante dei compo¬ 
nenti nucleari col mutare di un liquido fissatore. Monitore Zoologico, XVI, n. io, 1905. ' 
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viamo quella parte di sostanza nucleare colorata in verde, vediamo che essa in quasi 
tutti i nuclei è circondata da una parte più o meno manifesta e voluminosa di sostanza 
colorata fortemente in rosso dalla fucsina acida. In via generale nei nuclei tale sostanza 
colorata in rosso circonda a guisa di anello continuo la parte colorata in verde, e al¬ 
lora il corpo centrale (nucleolo) appare costituito da due sostanze una acidofila o verde 
(centrale) ed una basofila o rossa periferica (fig. 1). 

I rapporti fra la sostanza centrale verde e periferica rossa variano molto da nu¬ 
cleolo a nucleolo : in alcuni nucleoli la parte centrale verde è di gran lunga superiore 
alla rossa periferica (fig. 1 e 7), in altri per quantità le due sostanze presso a poco si 
equivalgono (fig. 4 e 15), in altri ancora appare la sostanza rossa periferica più volu¬ 
minosa della verde centrale (fig. 13, nucleolo centrale). Ma se in via generale si può 
ritenere che il nucleolo è costituito da una sostanza verde centrale ed una rossa peri¬ 
ferica non è da credersi che la sostanza periferica formi sempre un alone continuo ed 
ininterrotto e di omogeneo spessore, anzi talora è riunita sotto forma di un unico glo- 
betto colorato fortemente in rosso ed addossato alla parte verde centrale così da assu¬ 
mere l’aspetto di un vero corpuscolo juxtanucleolare (fig. 14, 13, nucleolo superiore e 
fig. 15) che risalta in modo evidente quale gemmazione della parte verde centrale. Altri 
nuclei presentano il nucleolo costituito dalle due sostanze, delle quali la periferica as¬ 
sume la forma di un anello interrotto per un tratto più o meno esteso (fig. 7). 

Alcuni nucleoli presentano invece di un solo globetto (corpuscolo juxtanucleolare) 
due (fig. 14 e fig. 13, nucleolo mediano) corpi fortemente tinti in rosso addossati alla 
parte verde centrale, molto spesso opposti l’uno all’altro. Questi globetti di sostanza 
fortemente tingibile talora sono piccoli, di molto inferiori al volume della sostanza verde 
centrale, talora assai voluminosi da eguagliarla e superarla. In vicinanza del nucleolo 
è facile osservare qualche granulo o globetto separatosi dalla parte verde centrale e 
reso libero nelle maglie del reticolo nucleare (fig. 12). 

L’alone periferico rosso in alcuni nucleoli è intaccato in due o tre punti ed al¬ 
lora si presenta costituito da tre o quattro pezzetti di sostanza a forma concava, che 
va a combaciare colla convessità periferica della parte verde centrale. 

Quanto al numero dei nucleoli in un solo nucleo ve ne possono essere due, an¬ 
che tre (fig. 13) ed anche in quest’ultimo caso essi prestano la stessa complessità mor¬ 
fologica. Infine in alcuni nucleoli la parte rossa periferica assume un aspetto gra¬ 
nulare. 

Metodo Pappenhein. 

Colla miscela colorante del Pappenhein, usando svariati liquidi fissatori (ZENKER, 
sublimato, V. Gehuthten, eccettuato 1 ’ Hermann) la cromatina nucleare assume il verde 
di metile, verde che spesso ha una marcata tinta azzurrina, e la parte acidofila la pi- 
ronina (rosso). Si ha perciò il contrario di quanto si ottiene col metodo Galeotti. 

Una semplice occhiata alle figure 2, 5, 8, colorate col metodo Pappenhein, di¬ 
mostra con grande chiarezza, una struttura nucleare analoga a quella descritta a propo¬ 
sito del metodo precedente. Nella fig. 2 l’alone periferico del nucleolo assai voluminoso 
ed irregolare per spessore, interrotto in un punto, è colorato in bleu, la parte centrale 
spicca con evidenza colorata in rosso. Nella fig. 5 la parte periferica appare solo in 

una metà della periferia della sostanza rossa centrale, nella fig. 8 si hanno due cor- 

0 

puscoli juxtanucleolari coi caratteri descritti già col metodo Galeotti, solo che in que¬ 
sto caso sono bluastri. 
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Come ho già ricordato nella breve nota di tecnica (i) colorando pezzi fìssati nel li¬ 
quido dell’ Hermann o del Flemming colla miscela del Pappenhein si ha una totale 
inversione dell’affinità colorante dei componenti nucleari, ciò che nel primo caso è rosso 
diventa verde e viceversa; così che usando il liquido dell’ Hermann si ottiene colla mi¬ 
scela del Pappenhein una colorazione nucleare simile a quella che si ha col metodo 
Galeotti. Le fìg. 3, 6, 9 ottenute appunto colorando col liquido del Pappenhein sezioni 
fissate coll’ Hermann, dimostrano con tutta evidenza il fatto e basta confrontare queste 
cellule colle precedenti 2, 5, 8 per persuadersi della totale, completa inversione del¬ 
l’affinità colorante. 

Sembra che il liquido dell’ Hermann abbia il potere di provocare tale inversione, 
perchè in realtà anche col metodo Galeotti è la fucsina acida che colora la cromatina 
nucleare che in via generale assume i colori basici. 

Ricordo un altro fatto. È nota la grande solubilità del verde di metile nell’alcool, 
così che se viene usato come colorante nucleare è norma elementare di tecnica di di¬ 
sidratare le sezioni rapidamente. Invece col Galeotti, più ancora col Pappenhein, 
usato dopo la fissazione nella miscela dell’ Hermann, anche con un prolungato lavag¬ 
gio in alcool la parte centrale acidofila del nucleolo conserva la tinta verde : pare che 
il liquido dell’ Hermann renda stabile la colorazione del verde di metile. Nelle tre 
figure colorate col metodo Pappenhein (fig. 3, 6, 9, colorazione invertita causata dal 
fissatore) si notano nel nucleolo le solite particolarità ricordate e descritte già coi me¬ 
todi precedenti. 


Metodi per la editila nervosa. 

Per la cellula nervosa ho usato come liquidi fissatori lo Zenker e il Flemming. 
Ho colorato con vari metodi; buoni risultati mi ha dato il bleu di tuloidina e l’ema- 
tossilina come colori basici, e la fucsina acida consecutivamente. 

Le mie ricerche sono intanto una piena conferma di quelle del Levi, anch’ io 
sono riuscito nel nucleolo della cellula nervosa a colorare diversamente la parte cen¬ 
trale (acidofila) e quella periferica (basoffia) del nucleolo. Solo che anche nella cellula 
nervosa ho trovato la stessa varietà morfologica della parte basoffia periferica, come 
ho già descritto in tutti gli altri elementi cellulari. Le fig. 16, 17, 18, meglio di una 
descrizione dimostrano il fatto, in modo più appariscente che non nelle altre cellule, 
perchè qui il nucleolo è assai più voluminoso (*). 


Conclusioni. 

io II nucleolo risulta in via generale costituito da due sostanze, 
una centrale (acidofila) ed una periferica (basofìla). 

20 I rapporti quantitativi fra le due sostanze variano assai da nu¬ 
cleolo a nucleolo. 

(1) Corti A. e Ferrata A., loc. cit. 

(*) Mingazzini nel suo recente trattato descrive dei corpuscoli paranucleolari e li interpreta 
quali centrosomi. E facile comprendere che essi invece sono gli omologhi dei globetti basofili che si 
trovano in tutti i nucleoli. 
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30 La sostanza basofìla periferica non forma sempre attorno alla 
acidofila centrale un anello continuo, spesso è interrotta in uno o più 
punti, altre volte appare sotto forma di uno o più globetti fortemente 
tingibili, più o meno voluminosi, addossati alla periferia della sostanza 
acidofila centrale. 

40 Tali globetti in qualche nucleo si trovano liberi nelle maglie 
del reticolo nucleare accanto al nucleolo. 

50 II nucleolo, così come il nucleo e il protoplasma, non è un 
elemento anatomico a costituzione stabile, esso varia per struttura e 
grandezza, e forse tali modificazioni sono in rapporto con differenti 
momenti funzionali. 
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» 9. Cellula del villo intestinale; Riccio. Hermann-Pappenhein. 

Tavola II. 

Fig. io. Cellula epatica ; Coniglio. Hermann-Galeotti. 

» 11. Cellula epatica; Coniglio. Hermann-Pappenhein. 

» 12. Stomaco, cellula di rivestimento; Vespertigo noctula. Hermann-Galeotti. 

» 13. Cellula cripta del Galeati; Riccio. Hermann-Galeotti. 

» 14. Cellula ghiandola Bruenner ; Riccio. Hermann-Galeotti. 

» 15. Cellula dei plessi coroidei ; Cane neonato. Hermann-Galeotti. 

» 16. Midollo spinale; Rana. Zenker. Bleu di toluidina, fucsina acida. 

» 17. Midollo spinale; Riccio. Flemming. Ematossilina. fucsina acida. 

» 18. Midollo spinale; Riccio. Flemming. Ematossilina, fucsina acida. 
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